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SUMMARY

Technical, diagnostic and research factors applied to Ilymphoid pathology. A survey of the opinion
of 47 spanish pathologists.

It is hard to reach firm agreement on the diagnrosis of lemphoproliferative svndromes, due to the
continuous appearance of new techniques, the emergence of new entities and even new forms of classification.
This study sets out the findings of a survey aimed ar showing how spanish parhologist work within this field.
On the 150 questionnaires that were sent out. 50 (33% ) were returned, 47 of which veere correctly filled in.
The most outstanding differences between pathologisis who concentrate on Ilvmphoid pathology and gene-
ral pathologists arise within the following parameters: belief the molecular biology studies are necessary,
participation in IHQ quality control svstems, the realization of more than 6 sections in each biopsy, the
systematic freezing of specimens, the availabiliry of adequare clinical information, and discussing case
history with the doctor concerned. The REAL classitication system of lvmphomas is the most widely used. It
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is suggested thar reference laboratories for molecular pathology be created.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, el uso continuado de técni-
cas de inmunohistoquimica y biologia molecular han
ayudado a resolver gran niimero de controversias plan-
teadas en el campo de la Hematopatologia v han permi-
tido el reconocimiento de nuevas entidades clinico-pa-
toldgicas. Ademds, dichos estudios han supuesto el punto
de apoyo en la modernizacién de antiguos protocolos y
en la actualizacién de nuevos criterios diagndsticos. Por
otra parte, la generalizacion del uso de puncién aspira-
cién con aguja fina (PAAF) en ganglio linfético ha per-
mitido conseguir un elevado rendimiento de la técnica
en manos expertas y constituye una valiosa herramien-
ta en la monitorizacion del seguimiento, recaidas y trans-
formaciones de los procesos linfoproliferativos.

Correspondencia: Dr. Tomds Alvaro-Naranjo. Servicio de Patologfa.
Hospital Verge de la Cinta. ¢/ Esplanetes, 44-58. 43517 Tortosa.
Tarragona.

El estudio de la biopsia de ganglio linfético y
otros tejidos linfoides requiere una especial atencion a
los factores técnicos implicados en la fijacién, procesa-
miento, corte y tincién del tejido. Asimismo, la dispo-
nibilidad del material en condiciones especiales es fun-
damental para permitir la realizacién de algunos estu-
dios diagndsticos, como ocurre con el material estéril
apto para cultivo microbioldgico o la congelacion de
tejido para poner de manifiesto determinados antigenos
o realizar algunas técnicas de biologfa molecular.

La importancia de una correcta manipulacién del
tejido, con una adecuada distribucién del mismo para la
realizacién de técnicas convencionales y especiales, es
puesta de manifiesto por la literatura cientifica (1-5).
Sin embargo, las continuas novedades técnicas, la apa-
ricién de nuevas entidades e incluso de nuevas clasifi-
caciones. hacen dificil la consecucién de un consenso
sélido entre los pat6logos en el diagndstico de sindromes
linfoproliferativos, su correlacién con el comportamien-
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Tabla I. Tipo de hospital, volumen de patologia anual v experiencia.

Biopsias/ Especial
Tipo de hospital Biopsias/piezas Citologias / PAAF pat. Afos de expe- dedicacién
(camas) quirdrgicas PAAF linfoide riencia linfoide
<200 13% <3000 15% <4000  21% <20 ' 11% <4 13% Si 51%
2-400 30% 3-6000 19% 4-10000 24% 20-50 23% 4-8 19% No 49%
>400 57% >6000 66% >10000 53% >50 66% >8 68%

to clinico y la respuesta al tratamiento (6).

El presente articulo pretende contribuir al cono-
cimiento de la medida en que la introduccién de nuevas
tecnologias y la aplicacién de recientes nociones en el
campo de la Hematopatologfa. han supuesto la adop-
cién de nuevas actitudes por parte de los patélogos es-
pafioles en el terreno diagnéstico y clasificatorio. Este
trabajo se basa en la informacién extraida de una en-
cuesta cuyos objetivos persiguen conocer los métodos
de trabajo del pat6logo espaiiol. incluyendo factores tée-
nicos y de manipulacién de la biopsia de ganglio
linfatico, bazo, médula é6sea y sindromes
linfoproliferativos extranodales. tipo de fijador emplea-
do, realizacion de estudios especiales, sistemas de diag-
néstico y de clasificacién.

MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado una encuesta titulada “Factores
técnicos, de estudio y de diagndstico aplicados a la pa-
tologfa linfoide”, en donde se especifican los objetivos
perseguidos, encaminados a conocer los tipos de fija-
dor habitualmente utilizado, estudios especiales y siste-
mas de diagndstico y clasificacion.

La encuesta consta de 40 preguntas, que inclu-
yen la investigacién de las caracteristicas del grupo de
trabajo, informacién clinica, protocolos, fijacién. exa-
men macroscopico, condiciones de estudio, técnicas
convencionales, cultivos microbioldgicos, PAAF. exten-
siones, estudios en congelacién, andlisis
inmunofenotipico y molecular, relacién con otros cen-
tros e instituciones, sistemas de diagnéstico v clasifica-
cion.

Se han distribuido 150 cuestionarios a los
pat6logos asistentes a la XXXIII Reunién Cientifica del
Club Espaifiol de Linfomas (CEL) (9 noviembre de 1995,
Tortosa) y el Segundo Curso de Hematopatologfa (10-
11 noviembre 1995. Tortosa), incluyendo un apartado
que investiga la asistencia habitual a las reuniones cien-
tificas del CEL o una especial dedicacién a la patologia
linfoide. ‘

De los 150 cuestionarios distribuidos se han en-
tregado 50 (33%), de los cuales 3 han sido eliminados
por estar rellenados de forma irregular o incompleta,
quedando para analisis definitivo 47 cuestionarios co-
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rectamente cumplimentados.

Se han sometido a andlisis estadistico las res-
puestas validas, considerando dos grupos, uno de ellos
global y el otro comparando las respuestas emitidas por
patdlogos con especial dedicacién a la patologfa linfoide
v/o asistencia habitual a las reuniones del CEL (24,51%)
v aquellos que no lo hacen (23.49%). Finalmente, la
encuesta incluye un apartado para hacer notar conside-
raciones de interés.

RESULTADOS

Los datos referentes al &mbito de trabajo de los
patélogos participantes en la encuesta su nivel de expe-
riencia se muestran en tabla I.

La tabla II recoge cémo un elevado porcentaje
de patdgos cuenta con informacién clinica adecuada y
generalmente comenta la historia con el clinico (77%
en ambos casos). Menos veces se dispone de un diag-
ndstico clinico provisional (49%) o se revisa el
hemograma en caso de sospecha de leucemia (45%).
Un 55% de los pat6logos revisa habitualmente la mé-
dula 6sea con el hematélogo v sélo un 13% el ganglio
linfatico.

Antes de la biopsia de ganglio linftico no se
realiza nunca PAAF en un 13%, a veces 55% y casi
siempre 30%. El paciente no es nunca tratado sélo con
el estudio de PAAF en el 80% de las instituciones y
pocas veces el 20%.

El 57% de los servicios de Patologfa dispone de
un protocolo escrito de manipulacién de ganglio linfético

Tabla IT. Datos clinicos y hematoldgicos.

SI  NO
Informacién clinica adecuada T7% 23%
Diagnéstico clinico provisional 49%  51%
Comentario de la h* con el clinico 7%  23%
Revisién del hemograma (leucemia) 5% 55%
Revisiéon médula 6sea (hemat6logo) 35% 45%
Revisién ganglio linfético thematdlogo) 15% 85%
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y médula 6sea. Un 77% realiza descripcién
macroscépica exhaustiva de la biopsia de ganglio
linfético, incluyendo dimensiones, cdpsula, superficie
de corte, necrosis, etc. El tejido es recibido en fresco
por el 78% y ya en liquido fijador por el 22%.

En caso de identificacién de necrosis
macroscépica, el 53% de los patélogos realiza cultivo
microbiolégico de forma habitual. El 65% estudia
improntas de ganglio linfético de forma sistematica.

El tipo de fijador mds usado es formol tamponado
(87%), seguido de solucién B-5 (64%). El nimero de
cortes solicitados de un sindrome linfoproliferativo es
de 3 a6enS55% y mas de 6 en 32%. Las técnicas con-
vencionales de tincién mas habituales son H-E (100%)
Giemsa (51%) y PAS (48%).

El 47% de los especialistas selecciona habitual-
mente material para congelacidn y el 98% realiza estu-
dios inmunohistoquimicos (IHQ) siempre o casi siem-
pre. El 13% dispone de técnica THQ a través de labora-
torio de referencia. El panel disponible de Ac en parafi-
na de patologia linfoide consta de menos de 5 Ac {24%)
de 5 a 10 Ac (48%) 6 més de 10 Ac (28%), realizando el
45% estudios IHQ en congelacion en caso de ser nece-
sario. Un 61% de los servicios participan en algiin es-
quema de control de calidad IHQ. El estudio IHQ resul-
ta de gran ayuda o varfa la impresién inicial muy pocas
veces (13%), a veces (74%) o a menudo (13%). Los Ac
mds utilizados son CD20 (100%), CD45RO (83%).
CD45 (67%) y CD15 (55%). CD30 lo utiliza habitual-
mente el 47% y CD3 el 44%. Cadenas ligeras de Ig las
utiliza el 25%, CD68 el 19% y bcl-2 el 11%. Con una
frecuencia inferior al 8% se utilizan CD21, p53 y Ki67.

Un 35% de los encuestados considera necesaria
la realizacion de estudios de biologfa molecular. pero
s6lo un 7% dispone de la capacidad de realizar estudios
de biologia molecular, citogenética o citometria de flu-
jo.

El 89% de los pat6logos hace habitualmente des-
cripcién microscopica en los informes definitivos de

sindromes linfoproliferativos y un 4% utiliza protoco-
los estandarizados. El tiempo medio de emisién de los
informes es de 4-7 dfas en 649 y més de 8 dfas el 32%.
Los casos son remitidos a un especialista de otra insti-
tucién con frecuencia por el 28%.

El sistema de clasificacién de linfornas mds uti-
lizado es la REAL clasificacion (7) (75%), seguido por
la Working Formulation (8) (49%) y la clasificacion de
Kiel (9) (33%). En 62% de los hospitales son tratados
mds del 85% de los pacientes diagnosticados y en el
22% de los hospitales menos del 60%.

El apartado para hacer notar consideraciones de
interés recoge fundamentalmente la idea de 1a disponi-
bilidad para hospitales pequefios de centros de referen-
cia. altamente cualificados para el estudio de la patolo-
gfa linfoide.

Las diferencias mds notables detectadas entre
patdlogos con especial dedicacion a la patologia linfoide
y patélogos generales quedan reflejadas en la tabla III.
Aparte del volumen de patologia linfoide (més de 50
casos/aio 83% vs. 47%), las seis cuestiones con mayo-
res discrepancias, ordenadas de mayor a menor, han sido
lzs siguientes: consideracidn de los estudios de biolo-
gic molecular como necesarios (37% vs. 10%), partici-
pacidn en sistemas de control de calidad THQ (79% vs
40% ;. realizacién de més de 6 cortes de sindromes
linfoproliferativos (50% vs. 13%), congelacion de ma-
terial por sistema (62% vs. 30%), disponibilidad de in-
formacioén clinica adecuada (92% vs 60%) y comentar
la historia con el clinico (92% vs. 60%).

DISCUSION

El estudic y diagndstico de los sindromes
linfoproliferativos exige una técnica de laboratorio. con-
vencional y especial, de alta calidad (1-5) y una estre-
cha colaboracién interdisciplinaria entre diferentes dreas
de conocimiento: Patologia. Hematologfa, Oncologfa,
Biologia, Cirugia, Radiologia, Microbiologfia, etc.

y Patélogo Especial
Cuestién = C
general dedicacion
Mais de 50 casos/afio patologfa linfoide 7% 83%
Informacion clinica adecuada 60% 92%
Comentar la h* con el clinico 60% 92%
Revision médula ésea con hematélogo 43% 674
Revisién ganglio linfético con hematdlogo 4% 33%
Protocolo escrito macroscépico 43% T1%
Cultivo microbioldgico (caso con necrosis) 43% 62%
Improntas de ganglio linfético 54% 13% Tabla IIL. Discrepancias més
Mis de 6 cortes por caso estudiado 13% 50% notables detectadas entre
Seleccién de material para congelacién 30% 62% pat6logos generales v aquellos
Sistema de control de calidad IHQ 40% 79% con es;eciZI de dicacién ala
Considerar biologia molecular necesaria 10% 57%

patologia linfoide.
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De la encuesta objeto de este articulo se despren-
de que la muestra de patélogos espaiioles representados
suelen disponer de la suficiente informacién clinica a la
hora de evaluar sus casos y que mantienen un nivel acep-
table de comunicacion clinica. Sin embargo, apenas la
mitad estudia el hemograma en caso de sospecha de
leucemia o revisa la médula dsea con el hematélogo de
forma habitual. siendo pocos los que revisan. conjunta-
mente con este tltimo la biopsia de ganglio linfatico. A
este respecto debe recordarse que se han establecido
criterios especificos diagnésticos de LLC {>3000
linfocitos/mm?3 (10) y que la visién conjunta de la biop-
sia e impronta de médula ésea con el citohematélogo
puede resultar de gran interés y ayuda (11,12).

Los estudios de PAAF estan bastante arraigados
en la prictica diaria, aunque sé6lo excepcionalmente los
pacientes son tratados exclusivamente con el diagndsti-
co citolégico. El uso de la PAAF en patologia linfoide
estd ampliamente recogido en la literatura (13,14). so-
bre todo para estadiaje y constatacidén de recidivas (13},
mientras que el diagndstico inicial y tipificacién del
linfoma deben realizarse sobre material de biopsia.

En bastantes casos no existe protocolo escrito
de manipulacién del tejido y. aunque la mayoria de los
pat6logos reciben el material en fresco. casila mitad no
solicita cultivo microbioldgico si identifica necrosis en
el estudio macroscépico, aproximadamente un tercio no
realiza improntas y mds de la mitad no selecciona ma-
terial para congelacién. Merece la pena destacar que la
solicitud de cultivo, asi como la realizacién de improntas
(1) pueden hacer por sf solas, o facilitar en gran medi-
da, el diagnéstico. El tejido congelado constituyve una
fuente de material insustituible para determinados estu-
dios citoquimicos, inmunocitoquimicos y de andlisis
genético (1,4).

El fijador mds utilizado es el formol tamponado.
seguido por solucién B-3. Resulta llamativa la diferen-
cia en el nimero de cortes solicitado por caso entre
patdlogos con especial dedicacion a la patologia linfoide
y aquellos que no lo hacen. La técnica convencional
universal es para todos la H-E y sélo la mitad solicitan
un Giemsa de forma rutinaria. Esta tiltima técnica es la
usada de forma preferente por algunas escuelas, como
la de Lennert (16), por permitir una buena diferencia-
cién citoplasmaética.

La investigacién del inmunofenotipo de los
sindromes linfoproliferativos es practicamente univer-
sal y generalmente en el laboratorio propio, sirviendo
de ayuda o variando la impresién inicial en buen nime-
ro de casos. Los Ac Mo mis utilizados son aquellos
orientados a la identificacién de estirpe celular (CD20,
CD45R0, CD45 y CD15). CD30 es utilizado por me-
nos de la mitad de los pat6logos encuestados y cadenas
ligeras de las Ig por un cuarto. CD21. bcl-2, p53 y Ki67
son escasamente utilizados. La literatura cientifica re-
coge amplias revisiones del inmunofenotipaje de los
linfomas (17). CD30, relativamente poco utilizado. es
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un Ac de gran utilidad en el diagnéstico diferencial de
casos con morfologia de enfermedad de Hodgkin o
linfoma anaplésico de células grandes (18). La identifi-
cacion de poblaciones monoclonales linfoides proban-
do restriccion de cadenas ligeras en procesos
linfoproliferativos B es un arma diagndstica de primera
magnitud (19), aunque probablemente las dificultades
técnicas en su demostracién justifiquen su escaso uso
(20). bel-2 esta presente en las células tumorales de la
mayoria de los linfomas foliculares y ausente de los
centros germinales hiperpldsicos (21), pero ademads es
util en los diagndsticos diferenciales entre linfoma
centrofolicular vs. colonizacién folicular por linfoma
MALT, linfoma de célula grande MALT o nodal y
linfoma de Burkitt vs. linfoma de célula grande con
patrén en cielo estrellado (22). La presencia de p53 ha
sido demostrada en enfermedad de Hodgkin casi de for-
ma universal (23), asi como en linfomas no Hodgkin
(24), siendo rara su expresion en células no neoplasicas.
El ndmero de células tumorales positivas con Ki67 se
correlaciona directamente con el grado de malignidad
del linfoma (25).

De especial interés resulta la discrepancia en la-
consideracién como necesarios de los estudios de bio-
logia molecular por parte del patdlogo general y aquel
dedicado especialmente al estudio de la patologia
linfoide, a pesar de que. de momento, son muy pocos
los que tienen acceso a dichas técnicas. al igual que ocu-
rre con la citogenética y la citometria de flujo. Actual-
mente es facil encontrar magnificas revisiones de la
aplicacién de la biologfa molecular al estudio y diag-
néstico de los sindromes linfoproliferativos (26-28). Tal
vez el sistema piblico deberia considerar el impacto y
la utilidad de esta técnicas para ofertarlas al sistema sa-
nitario de forma centralizada, médxime teniendo en cuen-
ta su papel primordial en el diagndstico diferencial de
algunas entidades conflictivas, como ocurre entre
linfoma linfoblastico y forma bldstica de linfoma de
c€lulas del manto o linfoma de células grandes, LLC o,
linfoma de células del manto. linfoma T periférico y
linfoma B rico en células T, casos todos ellos en que un
error diagnostico puede conllevar una actitud terapéuti-
ca inadecuada.

' Apenas a un ailo de su publicacién, el sistema de
clasificacién de linfomas m4s utilizado por los patélogos
espafioles es la REAL clasificacion (7) (75%), que se
simultanea en buen niimero de casos con la Working
Formulation (8), siendo pocos los que utilizan habitual-
mente la clasificacién de Kiel actualizada (9) para la
catalogacion de linfomas. Probablemente la rapidez y
facilidad en la adopcién de la REAL puedan ser enten-
didas como un reconocimiento de la misma, no como
una nueva clasificacién, sino como una que recoge, or-
ganiza y sistematiza informacién previamente existen-
te, ya conocida por la mayoria de los patélogos espafio- ‘
les.
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RESUMEN

Las continuas novedades técnicas. la aparicion
de nuevas entidades e incluso nuevas clasificaciones,
hacen diffcil la consecucién de un consenso sdlido en el
diagndstico de sindromes linfoproliferativos. Se estu-
dian los métodos de trabajo del patélogo espaiiol en este
campo. De los 150 cuestionarios distribuidos se han
entregado 50 (33%). quedando para andlisis definitivo
47 correctamente cumplimentados. Las diferencias mds
notables detectadas entre patélogos con especial dedi-
cacién a la patologifa linfoide y patélogos generales son
la consideracién de los estudios de biologia molecular
como necesarios, participacién en sistemas de control
de calidad IHQ. realizacién de mds de 6 cortes por biop-
sia, congelacion de material por sistema, disponibili-
dad de informacién clinica adecuada y comentar la his-
toria con el clinico. El sistema de clasificacién de
linfomas mads utilizado es la REAL clasificacién. Se
sugiere la creacién de laboratorios de referencia de pa-
tologfa molecular.

Palabras clave: Ganglio linfatico. Procesamiento de
tejidos. Linfoma. Hematopatologia.
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